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บทคัดย่อ 

การศึกษานี้ต้องการเปรียบเทียบน้้ายาแช่แข็งที่มีส่วนประกอบของ Cryoprotectant ที่
แตกต่างกันเพ่ือพิจารณาว่าน้้ายาชนิดใดให้ผลการแช่แข็งอสุจิดีที่สุดและลดการตายของอสุจิได้มาก
ที่สุด  อาสาสมัครชาย 47 คน ที่มีน้้าอสุจิปกติ เมื่อได้น้้าอสุจิจากอาสาสมัคร1คน จะน้าไปคัดแยกอสุจิ
โดยเทคนิค Discontinuous density gradient  แล้วน้าอสุจิแบ่งออกเป็น 4 กลุ่มเท่าๆกัน คือ กลุ่มที่
1: กลุ่มอสุจิก่อนการแช่แข็ง(Pre-freeze), กลุ่มที่2 : กลุ่มอสุจิที่แช่แข็งด้วยน้้ายา Glycerol egg yolk 
citrate (GEYC), กลุ่มที่3 : กลุ่มอสุจิที่แช่แข็งด้วยน้้ายา Glycerol citrate buffer (GC) และกลุ่มที่4 : 
กลุ่มอสุจิที่แช่แข็งด้วยน้้ายา Human sperm preservation medium (HSPM) เมื่อแช่แข็งและ
ละลายอสุจิแล้วน้าอสุจิที่ได้มาตรวจวิเคราะห์เปรียบเทียบคุณภาพอสุจิ (Semen analysis) เพ่ือดูการ
เคลื่อนไหว, การเคลื่อนไหวไปข้างหน้า, อสุจิที่มีรูปร่างปกติ และอสุจิที่มีชีวิต 

เมื่อเปรียบเทียบกลุ่มการทดลองกับกลุ่ม Pre-freeze พบว่าอัตราการเคลื่อนไหว, อัตราการ
เคลื่อนไหวไปข้างหน้า, อัตราอสุจิที่มีรูปร่างปกติ และอัตราอสุจิที่มีชีวิต มีค่าลดลงอย่างมีนัยส้าคัญ
ทางสถิติ แต่เมื่อเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มทดลองนั้นพบว่ากลุ่มน้้ายา GEYC และ HSPM จะมีอัตรา
การเคลื่อนไหว, อัตราการเคลื่อนไหวไปข้างหน้าและอัตราอสุจิที่มีชีวิต มีค่าสูงกว่าอย่างมีนัยส้าคัญ
ทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับกลุ่ม GC และในส่วนของอัตราอสุจิที่มีรูปร่างปกติ พบว่ากลุ่มน้้ายา GEYC 
มีค่าสูงกว่ากลุ่มน้้ายา GC และ HSPM อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 

การแช่แข็งในน้้ายา GEYC และ HSPM ให้อัตราการเคลื่อนไหว, อัตราการเคลื่อนไหวไป
ข้างหน้าและอัตราอสุจิที่มีชีวิตดีกว่าน้้ายา GC และการใช้ Egg yolk เป็นส่วนประกอบในน้้ายา GEYC 
ให้อัตราอสุจิที่มีรูปร่างปกติดีที่สุด กล่าวได้ว่าน้้ายา GEYC และ HSPM เหมาะสมส้าหรับการแช่แข็ง
แบบเนื้อแก้วโดยเทคนิค Solid surface vitrification  

ค้าส้าคัญ: Cryoprotectant, Solid surface vitrification, Cryopreservation, Human sperm 

                                                           
1 นักวิชาการวิทยาศาสตร์การแพทย์ ศูนย์รักษาผูม้ีบุตรยาก โรงพยาบาลธรรมศาสตรเ์ฉลมิพระเกียรติ 
Corresponding E-mail :  cjirattikan@gmail.com 
 



บทความวิจยั [TUH Journal online  Volume 1 No. 3 September – December 2016] 

 

 
         20  
  

Abstract 

 The present study aims to compare effect of cryopreservation medium has 
components cryoprotectant to different whether the protective effects of semen 
cryopreservation and decrease sperm death. 

 Semen samples collected from 47 normospermic male volunteers. Semen 
were sperm prepared by Discontinuous density gradient technique and divided into 4 
groups. Group 1: sperm preparation (Pre-freeze). Group 2: Sperm freezing with 
glycerol egg yolk citrate (GEYC). Group 3: Sperm freezing with glycerol citrate (GC). 
Group 4: Sperm freezing with Human sperm preservation medium (HSPM). The 
semen quality of these four groups were compere i.e. semen analysis for motility, 
progressive motility, normal sperm morphology and vitality. 

 Significantly decreased in motility, progressive motility, normal sperm 
morphology and vitality were found in experiment groups compared Pre-freeze 
group. On the other hand, GEYC and HSPM were motility, progressive motility and 
vitality increased significantly compared to GC. Furthermore, GEYC was normal sperm 
morphology increased significantly compared GC and HSPM. 

 Cryopreservation with GEYC medium and HSPM medium lead to increased 
motility, progressive motility and vitality compared GC medium. In GEYC medium is 
egg yolk component more than normal sperm morphology. Similarly, GEYC medium 
and HSPM medium appropriate for Solid surface vitrification. 

Keywords: Cryoprotectant, Solid surface vitrification, Cryopreservation, Human sperm 
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บทน้า 

ก า ร แ ช่ แ ข็ ง อ สุ จิ ( Sperm 
cryopreservation) เป็นเทคนิคในการเก็บ
รักษาอสุจิภายใต้สภาวะอุณหภูมิที่ เย็นจัด 
(Ultra low temperature) เพ่ือให้สามารถเก็บ
รักษาอสุจิได้เป็นระยะเวลานาน การแช่แข็งอสุจิ
จึงมีประโยชน์ทางการแพทย์และเทคโนโลยีช่วย
การเจริญพันธุ์ ในกรณีฝ่ายชายที่รักษาด้วยรังสี
หรือเคมีบ้าบัด(Sanger et al., 1992) การ
รักษาโรคมะเร็งอาจน้าไปสู่ความเสียหายที่
เกิดขึ้นในภาวะการเจริญพันธุ์หรือการเป็นหมัน
เนื่องจากอวัยวะสืบพันธุ์หรือเซลล์สืบพันธุ์ได้รับ
ความเสียหายอันเกิดจากการรักษา (Jensen et 
al., 2011) การแช่แข็งอสุจิจึงน่าจะเป็นวิธีการ
ยืนยันได้ว่าคู่สามีภรรยาเหล่านี้ มีโอกาสที่จะมี
บุตรได้ในอนาคต นอกจากนี้ยังมีบางโรคเช่น 
โรคเบาหวานและกลุ่มอาการที่มีการสร้างภูมิ
ต้านทานต่อตนเอง (Autoimmune diseases) 
ที่อาจน้าไปสู่ความเสียหายที่ลูกอัณฑะ การแช่
แข็ งจึ งถูกแนะน้า ในการแก้ปัญหาเหล่ านี้ 
(Anger et al., 2003) หรือในการผ่าตัด
บางอย่างที่เกี่ยวข้องกับเส้นประสาทหรือเส้น
เลือดที่มาควบคุมหรือมาเลี้ยงบริเวณอวัยวะ
สืบพันธุ์ชาย (Baumann et al., 2007) การแช่
แข็งอสุจิก็มีความจ้าเป็นด้วยเช่นกัน 

ในกระบวนการรักษาภาวะมีบุตรยาก
กรณีท่ีคู่สามีภรรยาต้องใช้ไข่บริจาค เพ่ือป้องกัน
การพบหรือรู้จักกันระหว่างผู้บริจาคไข่และผู้รับ
บริจาคไข่ รวมทั้งบางครั้งฝ่ายชายของคู่สามี
ภรรยาที่รับบริจาคไข่ไม่ต้องการที่จะมาเก็บน้้า
อสุจิแบบที่มีเวลาเตรียมตัวน้อย      (เจริญไชย 
เจียมจรรยา, 2554) ก็สามารถใช้วิธีเก็บน้้าอสุจิ
แ ช่ แ ข็ ง ไ ว้ ก่ อนที่ จ ะ เ ข้ า สู่ ก า ร รั กษ าด้ ว ย
กระบวนการท้าเด็กหลอดแก้วหรือการผสม
เทียม ในกรณีฝ่ายชายที่ เป็น Azoospermia 

ต้องได้รับการเก็บอสุจิจากลูกอัณฑะหรือท่อ 
Epididymis (Donnelly et al., 2001) โดยวิธี
ศัลยกรรมไม่ว่าจะเป็นการใช้เข็มดูดอสุจิจากท่อ
พั ก น้้ า เ ชื้ อ ท า ง ผิ ว ห นั ง  (Percutaneous 
epididymal sperm aspiration; PESA) หรือ
การผ่าตัดจุลศัลยกรรมเพ่ือดูดอสุจิจากท่อพัก
น้้าเชื้อ (Microsurgical epididymal sperm 
aspiration; MESA) หรือดูดอสุจิจากอัณฑะ
โดยตรงผ่านทางผิวหนัง (Testicular sperm 
aspiration; TESA) หรือการตัดชิ้นเนื้อออกมา
จากอัณฑะเพ่ือสกัดอสุจิ (Testicular sperm 
extraction; TESE) ล้วนเป็นขบวนการที่เจ็บตัว 
มี ค วาม เสี่ ย งต่ อกา รติ ด เชื้ อและการ เกิ ด
ภาวะแทรกซ้อน จึงควรลดจ้านวนครั้งในการท้า
ให้น้อยที่สุด ซึ่งวิธีหนึ่งก็คือการแช่แข็งอสุจิ หรือ
ชิ้นเนื้อจากอัณฑะเก็บไว้บางส่วน(ธีระพร วุฒยว
นิช, 2552)  

หลักการของการแช่แข็งอสุจิคือการท้า
ให้เซลล์สูญเสียน้้าภายในบางส่วนเพ่ือลดการ
เกิดผลึกน้้าแข็งในระหว่างการลดอุณหภูมิลง 
เนื่องจากผลึกน้้าแข็งที่เกิดขึ้นอาจท้าให้อสุจิตาย
ไ ด้ จ ะ ป้ อ ง กั น ไ ด้ โ ด ย ใ ช้  Cryoprotectant 
Agents (CPAs) ซึ่งเป็นสารที่ช่วยป้องกันการถูก
ท้าลายจากกระบวนการแช่แข็งโดยมีกลไก
ป้องกันไม่ให้เกิดผลึกน้้าแข็งขึ้นภายในเซลล์ 
ได้แก่ สารโมเลกุลเล็กจ้าพวก Ethylene 
glycol, Glycol, Glycine, Glycerol  และสาร
โ ม เ ล กุ ล ใ ห ญ่ ป ร ะ เ ภ ท น้้ า ต า ล  Sucrose, 
Raffinose, Trehalose และสารกลุ่มโปรตีน
และLipoproteins เช่น AlbuminและEgg 
yolk (ไข่แดง) เป็นต้น(โอภาส เศรษฐบุตร, 
2546 ; ธีระพร วุฒยวนิช, 2552) ดังนั้นชนิด
และความเข้มข้นของสารป้องกันการถูกท้าลาย
ของอสุจิจึงมีความส้าคัญต่อกระบวนการแช่แข็ง 
การใช้ Cryoprotectant ที่เหมาะสมและ
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วิธีการคัดแยกอสุจิหลังการแช่แข็งจึงดูเหมือนว่า
เป็นสิ่ งส้ าคัญมากที่ สุ ดในการป้องกันการ
กระจายตัวของDNAและอัตราการรอดชีวิตของ
อสุจิ  (สมพร ชินสมบูรณ์และแอนนา วงศ์
กุหลาบ, 2539)   

การศึกษากระบวนการแช่แข็งและการ
เ ลื อ ก ใ ช้  Cryoprotectant ที่ ผ่ า น ม า เ ป็ น
การศึกษาเปรียบเทียบน้้ายาชนิดต่างๆ ใน
เทคนิคการแช่แข็งที่หลากหลาย มีการทดลองใช้ 
Cryoprotactant หลากหลายชนิดในการแช่
แข็งและประเมินผลกระทบต่อคุณสมบัติต่างๆ
ของอสุจิ เช่น อัตราการเคลื่อนไหว, อัตราอสุจิที่
มีรูปร่างปกติ, อัตราอสุจิที่มีชีวิต, ความเสียหาย
ของDNA , ความเสียหายของเยื้อหุ้มเซลล์ เป็น
ต้น โครงการวิจัยนี้ต้องการศึกษาเปรียบเทียบ
น้้ายาแช่แข็ง 3 ชนิด คือ 1) Glycerol egg 
yolk citrate(GEYC) 2) Glycerol citrate 
buffer(GC) และ 3) Human sperm 
preservation medium (HSPM) ในการแช่
แข็งแบบเนื้อแก้วโดยเทคนิค Solid surface 
vitrification เพ่ือศึกษาอัตราการเคลื่อนไหว 
(Motility), อัตราการเคลื่อนไหวไปข้างหน้า 
(Progressive motility), อัตราอสุจิที่มีรูปร่าง
ปกติ (Normal sperm morphology) และ
อัตราอสุจิที่มีชีวิต (Vitality) ภายหลังการแช่
แข็ง และพิจารณาว่าน้้ายาชนิดใดให้ผลการแช่
แข็งอสุจิดีที่สุดและเหมาะสมส้าหรับน้ามา
พัฒนาใช้ในงานห้องปฏิบัติการเด็กหลอดแก้ว 
ศูนย์รักษาผู้มีบุตรยาก โรงพยาบาลธรรมศาสตร์
เฉลิมพระเกียรติ 

วิธีการศึกษา 

1. การเตรียมน้้าอสุจิ (Sperm preparation) 

 เก็บน้้าอสุจิโดยวิธีส้าเร็จความใคร่ด้วย
ตนเอง(Masturbation) ใส่ในภาชนะพลาสติก
ปากกว้างที่ปราศจากเชื้อ น้าน้้าอสุจิที่เก็บได้มา
ตรวจวิ เคราะห์คุณภาพอสุจิ  เ พ่ือประเมิน
คุณภาพอสุจิว่ าอยู่ ในเกณฑ์มาตรฐานตาม
เงื่อนไขโครงการวิจัย น้าน้้าอสุจิที่ผ่านเกณฑ์
มาตรฐานคัดแยกด้วยเทคนิค Discontinuous 
density gradient เพ่ือใช้ในการทดลองต่อไป 

2. การทดลองแช่แข็งและละลายอสุจิ  

แบ่งอสุจิที่คัดแยกของอาสาสมัครแต่
ละคนออกเป็น 4 กลุ่ม 

1. กลุ่มอสุจิก่อนการแช่แข็ง( Pre-Freeze) 

2. กลุ่มอสุจิที่แช่แข็งด้วยน้้ายา GEYC 

3. กลุ่มอสุจิที่แช่แข็งด้วยน้้ายา GC 

4. กลุ่มอสุจิที่แช่แข็งด้วยน้้ายา HSPM 

 น้าอสุจิกลุ่ม2,3และ4 ท้าการแช่แข็ง
และละลาย (Frozen-thawed) จากนั้นน้าอสุจิ
ที่ ได้ ไปตรวจวัดทางห้องปฏิบัติ การ เ พ่ือดู
คุณสมบัติของอสุจิ ได้แก่ การเคลื่อนไหว, การ
เคลื่อนไหวไปข้างหน้า, รูปร่างอสุจิที่ปกติ, อสุจิ
ที่มีชีวิต เปรียบเทียบค่าที่ตรวจวัดเช่นเดียวกัน
ของกลุ่ม 1 (Pre-freeze) 

 ก า ร แ ช่ แ ข็ ง โ ด ย เ ท ค นิ ค  Solid 
Surface Vitrification  

1. น้าไนโตรเจนเหลวใส่ในกล่องโฟม  

2.ใส่ถ้วยกระดาษฟอยล์ลงในกล่องโฟม ปิดฝา
กล่อง โฟมให้ อุณหภูมิของกระดาษฟอยล์
ใกล้เคียงกับอุณหภูมิไนโตรเจนเหลว ( -196 
องศาเซลเซียส)  
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3. ผสมอสุจิกับน้้ายาแช่แข็งอัตราส่วน 1:1  

4. ดูดส่วนผสมปริมาตร 20 ไมโครลิตร หยดลง
บนกระดาษฟอยล์อย่างรวดเร็ว 

5. อสุจิแช่แข็งจะมีลักษณะแข็งเป็นเม็ดกลม  

6. เก็บเม็ดอสุจิแช่แข็งไว้ในCryovialแล้วน้าไป
แช่ในถังไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส)
ดังภาพที่ 1 

 

 

ภาพที่ 1  แสดงการเก็บเม็ดอสุจิแช่แข็งใส่ใน Cryovial 

 การละลายอสุจิ 

 น้าอสุจิใน Cryovial ที่แช่แข็งออกจากถังไนโตรเจนเหลวมาละลาย โดยเทเม็ดอสุจิลงบนจาน
พลาสติกส้าหรับเลี้ยงตัวอ่อน ให้เม็ดอสุจิที่แช่แข็งวางแยกห่างกัน ทิ้งให้ละลาย 4 นาที จากนั้นใช้ 
Autopipette ดูดอสุจิที่ละลายแล้วใส่ในหลอดก้นกลมขนาด 5 มิลลิลิตร(ดังภาพที่ 2)แล้วน้าไปตรวจวัด
ทางห้องปฏิบัติการ 

 

ภาพที่ 2  แสดงการละลายเม็ดอสุจิที่แช่แข็ง
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3. การตรวจคุณสมบัติภายหลังการละลาย 

 การประเมินค่าความเข้มข้นและการ
เคลื่อนไหวของอสุจิ : โดยเครื่อง Computer-
aided sperm analysis (CASA)  

 การตรวจรูปร่างของอสุจิ : ย้อมสี
อสุจิด้วยวิธี Papanicolaou stain แล้วน้าไป
อ่านผลภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ก้าลังขยาย 100 
เท่า เพ่ือค้านวณร้อยละของตัวอสุจิที่ปกติ  

การตรวจอสุจิที่ มีชี วิต :โดยการท้า 
Hypo-osmotic swelling test (HOS-Test) 
ลักษณะอสุจิที่หางม้วนงอ หมายถึงอสุจิที่มีชีวิต 
ค้านวณร้อยละของอสุจิที่มีชีวิต 

4. สถิติที่ใช้ในการศึกษา 

 วิเคราะห์ผลการทดลองโดยโปรแกรม 
SPSS (Version17.0) ใช้สถิติแบบRepeated 
measure ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%          

ผลการศึกษา 

 ผ ล ก า ร ศึ ก ษ า เ ป รี ย บ เ ที ย บ ค่ า
คุณสมบัติต่างๆระหว่างกลุ่ม Pre-freeze, กลุ่ม
อสุจิที่แช่แข็งด้วยน้้ายาGEYC, กลุ่มอสุจิที่แช่
แข็งด้วยน้้ายาGCและกลุ่มอสุจิที่แช่แข็งด้วย
น้้ายา HSPM  แสดงในตารางที่1 และภาพท่ี 3 

 

 

 

 

 

ตารางที่ 1  แสดงการเปรียบเทียบคุณสมบัติ
ของอสุจิในกลุ่มการทดลองต่างๆ 

หมายเหตุ: ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
a = แตกต่างจากกลุ่มPre-Freeze อย่างมีนัยส้าคัญ
ทางสถิติที่ p < 0.05 
b = แตกต่างจากกลุ่ม GEYC อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ
ที ่p < 0.05 
c = แตกต่างจากกลุ่ม GC  อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ 
p < 0.05

คุณสมบัต ิ
Pre-
freez

e 

Thaw 

GEYC GC HSPM 

Motility (%) 
(p < 0.05) 

86.0
4 ± 
6.15 

- 

43.61 
± 

17.64 
(0.00)a,

c 

17.19 
± 

12.08 
(0.00)

a,b 

46.02 
± 

17.30 
(0.00)

a,c 

Progressive 
motility (%) 
(p < 0.05) 

75.6
1 ± 
7.08 

- 

37.51 
± 

15.24 
(0.00)a,

c 

15.44 
± 

11.03 
(0.00)

a,b 

39.70 
± 

15.47 
(0.00)

a,c 
Normal 
sperm 
morphology(
%) 
(p < 0.05) 

11.4
8 ± 
4.94 

- 

10.06 
± 4.77 
(0.006

)a, 
(0.00)c 

7.14 
± 

3.13 
(0.00)

a,b 

7.27 
± 

3.56 
(0.00)

a,b 
Vitality (%) 
(p < 0.05) 

88.8
0 ± 
4.91 

- 

71.00 
± 8.01 
(0.00)a,

c 

58.70 
± 

10.32 
(0.00)

a,b 

71.89 
± 

11.06 
(0.00)

a,c 
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 เมื่อเปรียบเทียบอัตราการเคลื่อนไหว
ในกลุ่มน้้ายา GEYC (43.61 ± 17.64 %), กลุ่ม
น้้ายาGC (17.19 ± 12.08%) และกลุ่มน้้ายา
HSPM (46.02 ± 17.30%) พบว่ามีค่าลดลง
อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มPre-
freeze (86.04 ± 6.15%) และเม่ือเปรียบเทียบ
ระหว่างกลุ่มน้้ายาทั้งสามชนิดพบว่า กลุ่มน้้ายา
GEYC (43.61 ± 17.64 %) กับกลุ่มน้้ายา
HSPM (46.02 ± 17.30%) มีอัตราการ
เคลื่อนไหวสูงกว่ากลุ่มน้้ายาGC (17.19 ± 
12.08%)อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ แต่อัตราการ
เคลื่อนไหวอสุจิในกลุ่มน้้ายาGEYC (43.61 ± 
17.64 %) กับกลุ่มน้้ายาHSPM (46.02 ± 
17.30%) พบว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ 

 เมื่อเปรียบเทียบอัตราการเคลื่อนไหว
ไปข้างหน้าในกลุ่มน้้ายา GEYC (37.51 ± 
15.24%), กลุ่มน้้ายา GC (15.44 ± 11.03%) 
และกลุ่มน้้ายา HSPM (39.70 ± 15.47%) มีค่า
ลดลงอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่ม
Pre-freeze(75.61 ± 7.08%)  

และเมื่อเปรียบเทียบอัตราการเคลื่อนไหวไป
ข้างหน้าระหว่างกลุ่มน้้ายาทั้งสามชนิดพบว่า 
กลุ่มน้้ายา GEYC (37.51 ± 15.24%) กับกลุ่ม
น้้ายา HSPM (39.70 ± 15.47%)มีอัตราการ
เคลื่อนไหวไปข้างหน้าสูงกว่ากลุ่มน้้ายา GC 
(15.44 ± 11.03%)อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
แต่เมื่อเปรียบเทียบอัตราการเคลื่อนไหวไป
ข้างหน้าในกลุ่มน้้ายา GEYC (37.51 ± 
15.24%) กับกลุ่มน้้ายา HSPM (39.70 ± 
15.47%) พบว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ 

 

 
 
ภาพที่ 3  แสดงเปรียบเทียบคุณสมบัติของอสุจิในกลุ่มการทดลองต่าง ๆ
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เมื่อเปรียบเทียบอัตราอสุจิที่มีรูปร่างปกติในกลุ่ม
น้้ายา GEYC (10.06 ± 4.77%), กลุ่มน้้ายา GC 
(7.14 ± 3.13%) และกลุ่มน้้ายา HSPM (7.27 
± 3.56%) มีค่าลดลงอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ
เมื่อเทียบกับกลุ่มPre-freeze (11.48 ± 
4.94%)ในส่วนของกลุ่มน้้ายาGEYC (10.06 ± 
4.77%) มีอัตราอสุจิที่มีรูปร่างปกติสูงกว่ากลุ่ม
น้้ายา GC (7.14 ± 3.13%) และกลุ่มน้้ายา 
HSPM (7.27 ± 3.56%)อย่างมีนัยส้าคัญทาง
สถิติ แต่เมื่อเปรียบเทียบอัตราอสุจิที่มีรูปร่าง
ปกติระหว่างกลุ่มน้้ายา GC (7.14 ± 3.13%) 
กับกลุ่มน้้ายา HSPM (7.27 ± 3.56%) พบว่าไม่
มีความแตกต่างกันทางสถิติ 

 เมื่อเปรียบเทียบอัตราอสุจิที่มีชีวิตใน
กลุ่มน้้ายา GEYC (71.00 ± 8.01%), กลุ่มน้้ายา 
GC (58.70 ± 10.32%) และกลุ่มน้้ายา HSPM 
(71.89 ± 11.06%) มีลดลงอย่างมีนัยส้าคัญ
ทางสถิติเม่ือเทียบกับกลุ่มPre-freeze (88.80 ± 
4.91%) และเมื่อเปรียบเทียบอัตราการอสุจิที่มี
ชีวิตระหว่างกลุ่มน้้ายาทั้งสามชนิดพบว่า   กลุ่ม 

น้้ายา GEYC (71.00 ± 8.01%) และกลุ่มน้้ายา 
HSPM (71.89 ± 11.06%) มีค่าอัตราอสุจิที่มี
ชีวิตสูงกว่ากลุ่มน้้ายาGC (58.70 ± 10.32%) 
อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ แต่เมื่อเปรียบเทียบ
อัตราอสุจิที่มีชีวิตระหว่างกลุ่มน้้ ายา GEYC 
(71.00 ± 8.01%) กับกลุ่มน้้ายา HSPM (71.89 
± 11.06%) พบว่าไม่มีความแตกต่างกันทาง
สถิติ 

อภิปรายและสรุปผล 

 การแช่แข็งอสุจิเป็นกระบวนการที่เกิด
อันตรายต่อการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของอสุจิ
และการท้างานของอสุจิ (Satirapod et al, 
2011) ทั้งในเทคนิคการแช่แข็งแบบช้า, แบบ

เหนือไอไนโตรเจน หรือการแช่แข็งแบบเนื้อแก้ว 
(Said et al, 2010)   ล้วนแล้วแต่ท้าให้เซลล์
ได้รับผลกระทบทางกายภาพและเคมี ส่งผลให้
เกิดการเปลี่ยนแปลงขององค์ประกอบไขมันของ
เยื่อหุ้มอสุจิ, การเคลื่อนไหวของอสุจิ, อัตราการ
มีชีวิตและการเปลี่ยนแปลงของ Acrosome 

(O’Connell et al., 2002; Alvarez & 
Storey,1993; Schiller et al., 2000 ; 
Hammadeh et al., 1999) ดังนั้นการใช้อสุจิที่
ผ่านการแช่แข็งจึงมีผลต่อประสิทธิภาพในการ
ปฏิสนธิ (Brotherton, 1990; Oehninger et 
al., 2000; Aitken, 1995)  

กลไกการถูกท้าลายของอสุจิมีหลาย
ปัจจัย (Avery, 1999; Alvarez& Storey, 
1993; Aitken, 1995) ความเสียหายของเซลล์
สามารถเกิดขึ้นได้ในระหว่างกระบวนการแช่
แข็งและละลาย เช่น การเกิด Thermal shock, 
การเกิด Intracellular ice crystals, การเกิด 
Cellular dehydration, ความเข้มข้นของเกลือ
ลดลง, การเกิด Oxidative stress และการเกิด 
Osmotic shock เป็นต้น (Juan & Martínez , 
2011) ความความส้าเร็จในกระบวนการแช่แข็ง
จึงขึ้นกับปัจจัยหลายอย่างไม่ว่าจะเป็น การ
เลือกใช้ Cyoprotectant, การเลือกเทคนิคการ
แช่แข็ง,   ปริมาณตัวอย่างในการแช่แข็งและ
อุณหภูมิในขั้นตอนการละลาย (Avery, 1999; 
Kiran et al., 2004) 

การแช่แข็งแบบเนื้อแก้วเป็นเทคนิคที่
พัฒนาเพ่ือลดความเสี่ยงในการถูกท้าลายของ
เซลล์จากกระบวนการแช่แข็ง เช่น หลีกเลี่ยง
การเกิด Chilling injury อันเป็นอันตรายที่เกิด
กับเซลล์ในกระบวนการแช่แข็งที่อุณหภูมิสูงกว่า 
0 องศาเซลเซียสโดยการลดอุณหภูมิลงในเวลาที่
รวดเร็วเป็นวินาที และหลีกเลี่ยงการเกิดผลึก
น้้าแข็งภายในเซลล์โดยการเปลี่ยนสารละลาย

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Satirapod%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22211943
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Said%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20800544
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0011224011001209
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ภายในเซลล์ให้เป็นของแข็งคล้ายแก้ว (ธีระพร 
วุฒยวนิช, 2552; Vajta & Nagy, 2006; Degg, 
2005) ปัจจุบันการแช่แข็งแบบเนื้อแก้ว
กลายเป็นเทคนิคที่ใช้กันทั่วไปในการแช่แข็ง
เซลล์ไข่และตัวอ่อน ท้าให้การพัฒนาเทคนิคการ
แช่แข็งอสุจิแบบเนื้อแก้วเป็นองค์ความรู้ที่
น่าสนใจ(Sharma et al, 2015) ในการศึกษานี้
จึงเลือกใช้การแช่แข็งแบบเนื้อแก้ว โดยเทคนิค 
Solid surface vitrification เพ่ือศึกษา
เปรียบเทียบน้้ายาแช่แข็งอสุจิ 

 จากการแช่แข็งอสุจิในน้้ายา 3 ชนิด 
(GEYC, GC และ HSPM) พบว่าอัตราการ
เคลื่อนไหวและอัตราการเคลื่อนไหวไปข้างหน้า
ของอสุจิลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มPre-
freeze สอดคล้องกับหลายงานการศึกษา( 
Patrik et al., 1999; Hallak et al., 2000; 
McGonagle  et al., 2002; Kiran et al., 
2004; Paras et al., 2007 ; Centola et al., 
1992; Bhattacharya et al, 2006; Zhang et 
al., 2012;  จิรัฐติกาล ไชยา, 2556; เกศนิษา 
นรสิงห์, 2557) ที่พบว่าอสุจิที่ผ่านกระบวนการ
แช่ แข็ ง จ ะมี ก า ร เ ปลี่ ย นแปล ง อั ตร าก า ร
เคลื่อนไหวของอสุจิซึ่งเป็นคุณสมบัติหนึ่งของ
อสุจิที่ได้รับผลกระทบมากที่สุด  (Sharma et 
al., 2015) อัตราการเคลื่อนไหวที่ลดลงของอสุจิ
เป็นเพราะความเสียหายทางกายภาพของหาง
จากการเปลี่ยนแปลงของ Mitochondria ความ
เสียหายของเยื้อหุ้ม Mitochondria จะส่งผลใน
ก ร ะ บ ว น ก า ร ผ ลิ ต พ ลั ง ง า น ซึ่ ง น้ า ไ ป สู่
ความสามารถที่ลดลงของการถ่ายโอน ATP ของ
อสุจิ ดังนั้นกระบวนการแช่แข็งอาจเกิดการขด
ม้วน (Colling) ของหางซึ่งมีผลต่อการอัตราการ
เคลื่อนไหว (O’Connell et al., 2002) 

 เมื่อเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มน้้ายาที่แช่
แข็งอสุจิ 3 ชนิด พบว่ากลุ่มน้้ายา GEYC กับ

กลุ่ม น้้ายา HSPM มีอัตราการเคลื่อนไหวและ
อัตราการเคลื่อนไหวไปข้างหน้าสูงกว่ากลุ่ม
น้้ายา GC อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ สอดคล้อง
กับการศึกษาของ Hallakและคณะ (2000)ที่
เปรียบเทียบการแช่แข็งในน้้ายา  TYG (มี
ส่วนผสมของ Egg yolkและ Glycerol 
เช่นเดียวกับน้้ายา GEYC ในการศึกษานี้) และ 
Glycerol เพียงอย่างเดียว ซึ่งพบว่าการแช่แข็ง
ในน้้ายา TYG ท้าให้อัตราการเคลื่อนไหว, อัตรา
อสุจิที่มีรูปร่างปกติและความสมบูรณ์ของเยื้อ
หุ้มเซลล์อสุจิดีกว่าการแช่แข็งใน Glycerol 
เพียงอย่างเดียว เช่นเดียวกับการศึกษาของ 
McGonagle และคณะ(2002)ที่พบว่าอัตราการ
เคลื่อนไหวของอสุจิภายหลังการแช่แข็งในน้้ายา 
Egg yolk-citrate-glucose-glycerol และ Egg 
yolk-tris-glucose-glycerol  ดีกว่าการใช้ 
Glycerol เพียงอย่างเดียว  

 ในหลายๆการศึกษาได้ข้อสรุปที่ตรงกัน
ว่าการใช้ Cryoprotectant ชนิดเดียวในการแช่
แ ข็ ง ท้ า ใ ห้ คุ ณ ภ า พ อ สุ จิ ต่้ า ก ว่ า ก า ร ใ ช้ 
Cryoprotectant แบบผสมอย่างมีนัยส้าคัญ
ทางสถิติ (Gao et al., 1995; Hammitt et al., 
1998; Jeyendran et al., 1984; Ragni et al, 
1993; Smith et al., 1987; Holmgren et al., 
1989) นอกจากนี้ยังพบว่าการใช้น้้ายา TYB 
ผสมกับ Glycerol ยังให้ผลอัตราการฟ้ืนสภาพ
การเคลื่อนไหว (Cryosurvival) ดีกว่าการใช้ 
Glycerol เพียงอย่างเดียว (Jeyendran et al., 
1984) อาจสรุปได้อัตราการเคลื่อนไหวและ
อัตราการเคลื่อนไหวไปข้างหน้าของการแช่แข็ง
ในกลุ่มน้้ายา GC ที่ต่้ากว่าเป็นผลของ toxicity 
damage ของ Glycerol เนื่องจากมีปริมาณ
ความเข็มข้นของ Glycerol (Glycerol 20%) 
สูงกว่าในน้้ายา HSPM (Glycerol 15%) และ
GEYC (Glycerol 10%)  นอกจากนี้ยังพบว่า

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vajta%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16792858
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nagy%20ZP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16792858
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sharma%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25354153
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0301211599002559
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McGonagle%20LS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12085105
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22404132
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sharma%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25354153
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McGonagle%20LS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12085105


บทความวิจยั [TUH Journal online  Volume 1 No. 3 September – December 2016] 

 

 
         28  
  

ความเข้มข้นที่สูงของGlycerol จะท้าให้เซลล์
อสุจิเกิดความเสียหายจาก Osmotic injury 
ในขณะท้าการละลาย (Gao et al., 1995) ใน
การลด Toxic ของ Glycerol จึงมีการแนะน้า
ให้ใช้ในปริมาณความเข้มข้นต่้า, การผสมกับ
อสุจิกับน้้ายาแช่แข็งที่อุณหภูมิต่้าหรือท้าให้เจือ
จางอย่างรวดเร็วในขั้นตอนการละลาย (Juan & 
Martínez , 2011; Clarke et al., 2004; 
Vutyavanic et al., 2009) ซึ่งความเข้มข้นที่
เหมาะสมของ Glycerol ส้าหรับการแช่แข็ง
อสุจิของคนอยู่ ระหว่าง 2% - 10% 

(Mahadevan & Trounson, 1983)  การใช้ 
Glycerol ความ เข้ มข้ นที่ ต่้ า และการขจั ด
Glycerol อย่างรวดเร็วอาจเพ่ิมช่วงอัตราการ
ฟ้ืนสภาพการเคลื่อนไหว (Cryosurvival)หลัง
การละลายได ้(Hallak et al., 2000) 

 ในการเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มน้้ายา
GEYC กับกลุ่มน้้ายา HSPM พบว่าอัตราการ
เคลื่อนไหวและอัตราการเคลื่อนไหวไปข้างหน้า
ของอสุ จิ ไม่ มี ค ว ามแตกต่ า งกันทา งสถิ ติ 
สอดคล้องกับงานของ Bhattacharyaและคณะ
(2006)ที่พบว่าอัตราการเคลื่อนไหวภายหลังการ
แช่แข็งอสุจิในน้้ายา TYB (มีส่วนประกอบของ 
Egg yolk เช่นเดียวกับ น้้ายา GEYC)  และ
น้้ายา HSPM มีค่าไม่แตกต่างกัน  

 แต่ทั้งนี้กลับพบว่ามีหลายๆการศึกษาที่
ให้ผลแตกต่างจากการศึกษาในครั้ งนี้  เช่น 
การศึกษาของ Centola และคณะ(1992)ให้ผล
การแช่แข็งในน้้ายา HSPM มีการฟ้ืนคืนสู่สภาพ
ป ก ติ ( recovery) ที่ ดี ก ว่ า น้้ า ย า TYB แ ล ะ
glycerol เพียงอย่างเดียว โดยอัตราการ
เคลื่อนที่, อัตราความเร็ว(velocity) และอัตรา
การฟ้ืนคืนสู่สภาพปกติแตกต่างกันอย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ  

 และอีกหลายๆการศึกษาที่พบว่าการ
แช่แข็งในน้้ายา TYB หรือในน้้ายา GEYC ให้ผล
อัตราการเคลื่อนไหวดีกว่าการแช่แข็งในน้้ายา 
HSPM ( Stanic et al., 1999; Hallak et al., 
2000; McGonagle et al., 2002; Kiran et 
al., 2004; Paras et al., 2007) ซึ่งพบว่าเป็น
ผลจากการใช้ Egg yolk เป็นส่วนประกอบใน
น้้ายา TYB หรือน้้ายา GEYC ส้าหรับกลไกการ
ท้าหน้าที่ของน้้ายา TYB  ยังไม่มีความชัดเจน 
แต่อาจด้วยส่วนประอบของ Egg yolk ที่ม ี
Cholesterol, Phospholipid และสารต้าน
อนุมูลอิสระ รวมถึงส่วนประกอบต่างๆที่ส้าคัญ
ของน้้ายา TYB ( Paras et al., 2007) มี
การศึกษาว่าการเติม Egg yolk ในน้้ายาแช่แข็ง
อสุจิเป็นตัวช่วยป้องกันความเสียหายของอสุจิ
จากการเกิด Osmotic shock (Hammadeh 
et al., 2001)  ทั้งนี้อาจมีการแลกเปลี่ยนไขมัน
ของเยื่อหุ้มอสุจิและPhospholipid หรืออาจ
เป็นกลไกระหว่างโมเลกุลขนาดใหญ่ของ Egg 
yolk และโปรตีนในพลาสมาของอสุจิและ
ส่วนประกอบต่างๆในน้้ายาTYB (Jeyendran 
et al., 1984) ท้าให้การแช่แข็งที่มี Egg yolk 
เพ่ิมเสถียรภาพการท้างานของเอนไซม์ที่เยื้อหุ้ม
เซลล์(Acrosin, Proacrosin) (Kiran et al. , 
2004; Hallak et al., 2000) 

 อาจสรุปได้ว่าความแตกต่างของผล
การศึกษาที่ผ่านมารวมถึงการศึกษาในครั้งนี้เกิด
จากการเลือกใช้เทคนิคการแช่แข็งที่แตกต่างกัน 
ตลอดจนขั้นตอนการละลายที่แตกต่างกันย่อม
ส่งผลต่อคุณสมบัติของอสุจิหลังการแช่แข็งที่
แตกต่ า งแม้ ว่ า จะมี การ ใช้ น้้ า ยาแช่แข็ งที่
เหมือนกันก็ตาม  

 นอกจากนี้ยังพบว่ากระบวนการแช่
แข็งในน้้ายาทั้ง 3 ชนิด ท้าให้อัตราอสุจิที่มี
รูปร่างปกติลดลงเมื่อเทียบกับกลุ่ม Pre-freeze 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0011224011001209
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0011224011001209
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vutyavanich%20T%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McGonagle%20LS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12085105
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สอดคล้องกับหลายการศึกษา(Tongdee et al., 
2015; Kiran et al., 200; Bhattacharya et 
al., 2006; Hammadeh et al., 2001) ที่
พบว่าการแช่แข็งส่งผลให้อสุจิที่มีรูปร่างปกติ
ลดล งอย่ า งมี นั ย ส้ า คัญทา งสถิ ติ  ใ นกา ร
เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มน้้ายาพบว่าการแช่แข็ง
ในกลุ่มน้้ายา GEYC ให้อัตราอสุจิที่มีรูปร่างปกติ
ภายหลังการละลายสูงกว่ากลุ่มน้้ายา GC และ 
HSPM สอดคล้องการศึกษาของ Hammadeh 
แ ล ะ ค ณ ะ (2001)ใ น ก า ร ใ ช้  น้้ า ย า  TYB 
เปรียบเทียบกับน้้ายา HSPM ที่พบว่าน้้ายาTYB 
ช่วยป้องกันความเสียหายของโครมาตินและการ
เปลี่ยนแปลงรูปร่างของอสุจิได้ดีกว่าทั้งในน้้า
อสุจิปกติและผิดปกติ  และการศึกษาของ 
Hallakและคณะ(2000)ในการเปรียบเทียบ
น้้ายาTYG และ Glycerol เพียงอย่างเดียว 
พบว่าการแช่แข็งในน้้ายาTYG ท้าให้อัตราอสุจิที่
มีรูปร่างปกติและความสมบูรณ์ของเยื้อหุ้มเซลล์
อสุจิดีกว่าการแช่แข็งใน Glycerol เพียงอย่าง
เดียว นอกจากนี้ยังสอดคล้องกับการศึกษาของ 
จิรัฐติกาล  ไชยา(2556) ที่พบว่าการแช่แข็ง
แบบเนื้อแก้ว ในน้้ายา GEYC ให้ผลอัตรารูปร่าง
อสุจิที่ปกติสูงกว่าการแช่เหนือไอไนโตรเจนใน
น้้ายา HSPM การศึกษาของ Paulson และ
คณะ (1992) ทดลองใช้น้้ายา TYB  ปรับสภาพ
ของอสุจิของกลุ่มผู้ชายภาวะมีบุตรยาก เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง ก่อนการท้า In vitro 
fertilization(IVF) พบว่าช่วยเพ่ิมอัตราการ
ปฏิสนธิมากขึ้น นอกจากนี้ยังพบว่าการบ่มอสุจิ
ของหนูแฮมสเตอร์ในน้้ายา TYB สามารถช่วย
เ พ่ิมความสามารถในการปฏิสนธิและการ
ตั้งครรภ์จากการผสมเทียมได้ (Ragni et al., 
1993) 

และจากการศึกษาของ Guruprasad  
และคณะ (2008) พบว่าระหว่างกระบวนการแช่

แข็งและละลาย จะเกิดความเสียหายของ DNA 
เ พ่ิมขึ้นสามเท่าในกลุ่มอสุจิรูปร่างของหัว
ผิดปกติ (Teratospermia ) เมื่อเทียบกับกลุ่ม
อสุจิปกติ (Normospermia) แสดงให้เห็นว่า
อสุจิที่ผิดปกติมีแนวโน้มเกิดความเสียหายของ 
DNA และการปรับเปลี่ยนโครงสร้างโครมาติน
ระหว่างกระบวนการแช่แข็งสูงกว่าอสุจิที่มี
รูปร่างปกติ กล่าวได้ว่าการเปลี่ยนแปลงรูปร่าง
ของอสุจิสัมพันธ์กับความเสียหายของ DNA  
ดังนั้นการใช้ Egg yolk ร่วมกับ Glycerol จึง
น่าจะมีประสิทธิภาพที่ดีในการป้องกันอสุจิจาก
ผลกระทบของกระบวนการแช่แข็ง 

ข้อเสนอแนะ 

จากการทดลองแสดงให้เห็นว่าการแช่
แข็งในน้้ายา GEYC และ HSPM ให้อัตราการ
เคลื่อนไหว, อัตราการเคลื่อนไหวไปข้างหน้า
และอัตราอสุจิที่มีชีวิตดีกว่าน้้ายา GC เพราะมี
ปริมาณความเข้มข้นของ Glycerol ที่ต่้ากว่า 
(GEYC, HSPM, GC: 10%, 15%, 20% 
Glycerol ตามล้าดับ) แต่ไม่พบความแตกต่าง
ระหว่างการแช่แข็งในน้้ายาทั้งสองชนิด และ
การใช้ Egg yolk เป็นส่วนประกอบในน้้ายาแช่
แข็ง (GEYC) ให้อัตราอสุจิที่มีรูปร่างปกติดีที่สุด 
กล่าวได้ว่าน้้ายา GEYC และ HSPM เหมาะสม
ส้าหรับการแช่แข็งแบบเนื้อแก้วโดยเทคนิค 
Solid surface vitrification   

การแช่แข็งอสุจิในกลุ่มผู้ชายภาวะมี
บุตรยาก (subfertile men) กลุ่มผู้ชายที่มี
จ้ า น ว น อ สุ จิ แ ล ะ ก า ร เ ค ลื่ อ น ไ ห ว ต่้ า 
(oligoasthenozoo-spermia) หรือกลุ่มที่มี
รูปร่างอสุจิผิดปกติ (Teratospermia) ซึ่งมี
แนวโน้มเกิดความเสียหายของ DNA และการ
ปรับเปลี่ ยนโครงสร้ า งโครมาตินระหว่ าง
กระบวนการแช่แข็งสูงกว่ากลุ่มผู้ชายที่มีรูปร่าง

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tongdee%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26201132
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อสุจิปกติ ควรใช้น้้ายา GEYC หรือน้้ายาที่มี
ส่วนผสมของ Egg yolk ในการศึกษาต่อไป เพ่ือ
น้าไปพัฒนาและประยุกต์ใช้กับเทคโนโลยีช่วย
การเจริญพันธุ์ได ้

กิตติกรรมประกาศ 

การศึกษาวิจั ยหั วข้อ  “การศึกษา
เปรียบเทียบการแช่แข็งแบบเนื้อแก้วโดยเทคนิค 
Solid surface vitrification ในน้้ายาแช่แข็ง
อสุจิ 3 ชนิด 1) Glycerol egg yolk citrate 2) 
Glycerol citrate buffer และ 3) Human 
sperm preservation medium” ส้าเร็จลุล่วง
ด้วยความอนุเคราะห์ของรองศาสตราจารย์ 
นายแพทย์พฤหัส  ต่ออุดม ส้ าหรับการให้
ค้ า แนะน้ า  ชี้ แน ะแนวทาง ในการจั ดท้ า
โครงการวิจัยนี้ ผู้วิจัยจึงขอขอบพระคุณเป็น
อย่างสูงไว้ ณ ที่นี้ 

 การวิจัยครั้งนี้ได้รับทุนสนับสนุนการ
วิจัยจากโรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระ
เกียรติปีงบประมาณ 2558  
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